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of  a  chronic  exposure  to  a  glycation‐inducing  environment  on  the  adipogenetic  process. 
Morphological  analyses,  E.L.I.S.A.  assay  for  AGEs,  expression  analysis  of  lipid  and  glucose 
metabolism genes, glucose uptake, and immunofluorescence for RAGE, GLP1r, GLUT4 and AGEs, 
were performed on mature adipocytes. Moreover, the gene expression profile obtained in vitro, 
was  compared  to  that  of  subcutaneous  and  visceral  adipose  tissues  obtained  from  64  obese 
subjects with type 2 diabetes or with normal glucose tolerance underwent to bariatric surgery. In 
collaboration  with  the  Mass  Spectrometry  Service  (CNR  –  IENI  Padova),  the  use  of  mass 
spectrometry to characterize post‐translation modifications induced by glycation was evaluated. 





results  allow  us  to  hypothesize  an  influence  of  AGEs  on  GLUT4  translocation  to  the  plasma‐
membrane  and/or  on  its  functionality.  Finally,  although mass  spectrometry  represents  a  high 























gli  effetti  indotti  sul  differenziamento  adipogenico  dovuti  da  una  esposizione  cronica  ad  un 
ambiente inducente la glicazione. Sugli adipociti maturi ottenuti in vitro sono stati eseguite: analisi 
morfologiche, saggi E.L.I.S.A. per gli AGEs, analisi di espressione di geni coinvolti nel metabolismo 
lipidico  e  glucidico,  misurazione  della  capacità  di  captazione  del  glucosio  ed  analisi  di 
immunofluorescenza per RAGE, GLP1r, GLUT4 ed AGEs. È stata inoltre confrontata l'espressione 
genica  ottenuta  in  vitro,  con  quella  misurata  nelle  biopsie  di  tessuto  adiposo  viscerale  e 









è  stata  osservata  un’aumentata  espressione  di Glut4  e  una  ridotta  captazione  di  glucosio  che 
suggerisce  una  probabile  influenza  degli  AGEs  sulla  traslocazione  e/o  sulla  funzionalità  del 









di  proteine  caratterizzate  da uno  specifico  range di  peso molecolare  che  solo  in  seguito  verrà 











































































































































































heparan  sulfate  proteoglycans  The  fat  cells  are  adapted  for  their main  function,  to  store  and 
release energy; them are among the largest cells of the body and can increase in size by storing 
the surplus of energy by  incorporating more triglycerides  in the  lipid droplet during periods of 
energy excess, while during conditions of fasting, hypocaloric diets and exercise, lipolysis becomes 
crucial, releasing energy‐rich free fatty acids (FFAs) and glycerol. 

























"committed"  in  the  adipogenic  lineage  becoming  pre‐adipocyte,  morphologically  similar  to  a 
fibroblast; and the second phase called the "terminal differentiation", the process that bears pre‐
adipocyte  to  acquire  the  morphological  and  functional  characteristics  a  mature  adipocyte.  In 
addition to the drastic cellular morphological changes that mainly consist in training lipid vacuoles, 










clinical and prognostic differences. The SAT  it  is  the first  to receive excess of  lipids,  it contains 
about 80% of all body fat, and the major subcutaneous depots are deep abdominal, superficial 
abdominal,  and  gluteus‐femoral  adipose  tissue  and  is  recognized  as  the  safest  triacylglycerol 









with  laminar  cristae  well  developed  that  extend  from  end  to  end.  These  cells  express  the 
Uncoupling Protein‐1 (UCP‐1) protein that dissipates the proton electrochemical gradient of the 























gland  alveolar  epithelial  cells  whose  role  is  to  produce  and  secrete  milk.  Emerging  evidence 
suggests that they derive from the transdifferentiation of subcutaneous white adipocytes. (9) 
1.1.1 Adipose tissue: an endocrine organ 
Adipose  tissue  is  composed  of  several  types  of  different  cells:    the  lipid  storing  one  is  the 
adipocytes  and  the  stromal‐vascular  compartment  that  contains  stem  cells,  macrophages, 
endothelial  cells,  fibroblasts,  and  leukocytes;  its  multifarious  composition  renders  fat  an 
important mediator of metabolism and inflammation.  Being directly involved with its expansion 
in the onset and exacerbation of obesity in response to overfeeding, and the main organ involved 
in  long  term energy storage,  the adipose  tissue  is  seen as a central player  in  the onset of  the 
various comorbidities associated with obesity itself; so, fat is not only a passive storage tissue, but 
an authentic effective dynamic organ. The first to suggest a role beyond a repository for lipids for 
adipose  tissue was  von  Gierke,  who  in  1905  recognized  a  role  for  adipose  tissue  in  glycogen 
storage.  In  addition,  the  mature  adipocytes  secrete  several  substances  some  of  which  are 
considered true hormones. e.g.:  leptin, whose effects can range from increased satiety, energy 
expenditure and insulin sensitivity, or adiponectin that induces oxidation of fatty acids in the liver, 

















































adiposity.  Specifically,  intra‐abdominal  and abdominal  visceral  fat have more  significance  than 
subcutaneous  fat  present  in  the  buttocks  and  lower  extremities,  a  ratio  waist‐to‐hip  ≥0.9  in 
women and ≥1 in men is abnormal.    
Obesity has become a real concern worldwide due to the associated cluster of chronic diseases 










risk  of  developing  insulin  resistance,  fatty  liver  disease,  hypertension,  dyslipidemia  and 
hyperlipidemia,  cardiovascular  complications,  nonalcoholic  fatty  liver  disease  (NAFLD)  many 
cancers  and  in women hyperandrogenism even  though  there  are metabolically  healthy  obese 
patients without any of these obesity‐related complications. (12)   









Obesity  is  associated  with  low‐grade  inflammation  in  both  clinical  and  experimental  settings, 
increased  adiposity  has  been  related  to  elevated  systemic  inflammation.  Several  studies  have 
found that macrophages in adipose tissue are increased in the obese subjects and, together with 


















diseases  and  the  controlling  of  such  condition  prolonged  life  span  in  experimental  animals, 
creating a vicious  loop:  the higher  the blood sugar,  the greater damage  to  the β‐cells and  the 
greater damage  to βcell higher goes  the sugar; high sugar  is  toxic  to βcell.  (20) Finally,  recent 
studies  highlighted  that  pregestational  diabetes  mellitus  enhances  the  risk  of  fetal 











uniformly  fatal  within  weeks  to  months  after  its  diagnosis.  In  the  intervening  years,  major 
fundamental advances have been made in our understanding of the underlying causes of diabetes 
and the approach to its prevention and treatment.   The major forms of diabetes are T1DM, T2DM, 








hormone with  profound effects  on  glucose  and  lipid metabolism.  Insulin  is  synthesized  in  the 
endoplasmatic reticulum and it is stored in vesicles released from the β‐cell of the pancreatic islets 
of Langerhans in the pancreas in response to increased blood glucose concentration. The glucose‐





Otherwise,  for  the  T2DM or  diabetes mellitus  or  insulin  insensitive,  a major  type  of  diabetes 
accounting for approximately 90‐95% of total cases, the causes are not clearly defined. This type 
of diabetes usually  develops  fairly  slowly  and patients  are often undiagnosed  for many  years; 
indeed,  T2DM develops with  increasing  age but  it  is  now being diagnosed more  frequently  in 
children  and  young  adults.  DM  produces  a  wide  range  of  symptoms  and  signs  that  include: 
polyuria, polydipsia, weight  loss,  fatigue, weakness, blurry vision,  frequent  infections and slow 
healing of skin  lesions even  in minor trauma.  It  is characterized by  insulin resistance,  impaired 
insulin secretion, increased glucose production and abnormal fat metabolism. At the early stages, 
as  insulin  resistance  appears,  a  healthy  pancreas  is  able  to  compensate  by  increasing  insulin 
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associated  with  the  development  of  secondary  complications  and  comorbidities  including 
macrovascular  diseases  (e.g.  coronary  artery  disease  and  peripheral  artery  disease)  and 
microvascular  diseases  (e.g.  nephropathy,  neuropathy  and  retinopathy)  which  is  a  result  of 
microvascular changes. T2DM is treated with oral hypoglycaemic agents for example metformin, 
sulfonylureas (23), thiazolidinedione and α‐glucosidase inhibitors. (24, 25) 
Other  specific  types  of  diabetes  result  from  causes  such  as  genetic  defects  in  insulin  action, 
exocrine pancreas dysfunction and drug or  chemical‐induced side effects,  gestational diabetes 
mellitus  that  happens  during  pregnancy  and  a  hypothetical  type  3  of  diabetes  or  “metabolic 
cognitive syndrome” that will be a risk factor for Alzheimer disease. (26)   
Despite accessing to a variety of treatment regimes, diabetes is the leading cause of blindness, 
damage  to  nerves  throughout  the body  (neuropathy)  resulting  in  loss of  feeling,  ulceration of 
extremities that will lead to amputation and kidney failure while cardiovascular disease accounts 




Excess  circulating  fat,  glucose,  or  both,  act  on  diverse  cells  and  tissues  to  counteract  insulin‐




















induce  protein  modifications.  (30)  Moreover,  diabetic  hyperglycemia  can  also  activate  other 
metabolic or signaling pathways; eventually elevate cellular ROS levels might start, hence further 
aggravating cellular redox imbalance and oxidative stress. 




contribute  to  detrimental  metabolic  outcomes.  When  metabolic  stress  becomes  chronic  and 
adaptive mechanisms are overwhelmed, as occurs during prolonged nutrient excess or obesity, 
lipid  influx can exceed the adipose tissue storage capacity,  leading to accumulation of harmful 
lipid species at ectopic sites such as  liver and muscle.  It  is now well established, that  immuno‐
metabolic pathways are highly responsive to lipid and linked to lipotoxicity, alterations in lipids 
metabolism  and  signaling  converging  on  common  immune  and  stress  responses.  (31,  32) 
Moreover, under some conditions, fatty acids may have the primary effect of impairing pancreatic 
islet  insulin  secretion:  low  levels  of  circulating  free  fatty  acids  in  the  range  of  physiologic 







From a  chemical  point  of  view,  AGEs  represent  a  quite  complex  class  of  compounds  that  are 
formed by different mechanisms, from heterogeneous precursors and they can be formed either 
exogenously  or  endogenously;  that was  termed  glycation  to  be  distinguished  from  enzymatic 
glycosylation. Glucose has a dual activity: it is a source of energy and carbons for cell survival but 
it is nevertheless a toxic agent. 






to  modulate  or  mediate  a  wide  variety  of  events  in  cell–cell,  cell–matrix,  and  cell–molecule 






increase  its  transcriptional  activity  that  then  upregulates  the  expression  of  glucose  6‐




translational modifications.  Sugars  and  sugar  degradation  products  covalently  and  irreversibly 
















AGEs  are  also made  of  non‐oxidative  mechanisms  in  anaerobic  glycolysis  and  from  oxidative 
decomposition  of  polyunsaturated  fatty  acids  or  catabolism  of  ketone  bodies  (35). 





















lower AGE  concentrations  in  serum  (37,  38).  Furthermore,  it was  shown  that  a  high‐AGE diet 
causes decreased insulin secretion and increased cell death in rats. (19). Chronic exposure to a 
diet with a high content in dietary AGEs promotes chronic inflammation and insulin‐resistance.  A 
cross‐sectional  study,  in  which  subjects  were  categorized  by  both  presence  or  absence  of 
metabolic  syndrome’s  criteria,  recording  the  dietary  calories  composition  and  AGEs  intake, 
suggests that although over‐all serum AGEs were not associated with markers of fat mass, in the 
presence  of  obesity  and  one  or more metabolic  syndrome’s  criteria,  serum AGEs  levels were 
markedly  higher,  as  was  dietary  AGEs  introduced  by  diet,  even  after  adjusting  for  nutrient 
consumption. Beyond over‐nutrition, the high dietary AGEs consumption may link healthy obesity 





safety  and  efficacy  (compared  to  synthetic  compounds)  in  the  prevention  of  cancer, 
hyperglycemia,  heart  disease  and  aging.  Some  examples  of  food  are:  green  tea, whole  apple, 
cereal bran, ginger, ginseng, curcumin, chili‐capsaicin‐containing.  (41, 42). Generally, indications 
say  that Mediterranean  diet  reduces  oxidant  AGEs  and  increases  antioxidant  defenses  in  the 

























This  glycation  reaction  results  in  the  formation  of  an  unstable  Schiff  base  (aldimine)  that 
spontaneously rearranges to form the more stable 1‐amino‐1‐deoxy‐2‐ketose (ketoamine), which 
is also known as the Amadori product. Mario Amadori demonstrated two structurally different 
isomers  in  condensation  of D‐Glucose with  aromatic  amines  in  1929.  (46)  These products  are 
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degraded  via  various  pathways  leading  to  the  formation  of  furfurals,  reductones  and 
fragmentation products producing of high reactive compounds as dicarbonyl contents. These lasts 
are  potent  glycating  agents,  200–50000‐fold more  reactive  than  glucose  (47).  The  reaction  of 
amino acids with glyoxal derivatives was found by Takahashi in 1977 and free radical degradation 




giving a  carbonyl  stress.  (19)  (49) The  final product of  this  reaction  is  a polymorphic  group of 
compounds  collectively  referred  to  AGEs,  which  is  formed  through  the  interaction  between 






glycation  adducts —  FL  and  Nα‐(1‐deoxy‐D‐fructos‐1yl)  amino  acid  residues.b.  Hydroimidazolones,  c.  Monolysyl  d. 
Fluorophores, AGEs, e. Non‐fluorescent crosslinks, f. Oxidation adducts, and g. Nitration adduct. (50) 
The  effects  of  AGEs  in  tissue  destruction  and  in  the  pathogenesis  of  health  disorders  happen 
through three major mechanisms: by cross linking pathways, by activation of several inflammatory 
signaling  pathways,  activating  cell  signaling  and  leading  to  the  production  of  ROS  and 
inflammatory factors, thought the crosslink of proteins on the extracellular matrix such as collagen 
with  other  matrix  components,  leading  to  the  loss  in  their  stability  and  function.  AGEs  are 
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retinopathy  continued  to  progress  for  a  considerable  period  even  after  hyperglycemia  was 

























that,  AGEs  contribute  to  diseases  such  as  diabetes,  cardiovascular  disease,  arthritis,  and 








studied  that  well.  (59)  Moreover,  the  accumulation  of  AGEs  has  been  implicated  as  strong 
contributors to many progressive diseases including diabetic complications, aging and Alzheimer’s 
disease. Aβ is a suitable substrate for glycation, producing one form of the AGEs, Li et al. group 
speculated  that  Aβ‐AGE  formation may  exacerbate  neurotoxicity.  (26,  60‐62)  Finally,  because 
intracellular accumulation of AGEs alters cytoplasmic and nuclear factors including the proteins 
involved  in  regulating  gene  transcription  (63);  it  has  been  proposed  that  aberrant  AGE 





Modified  proteins  alter  the  20S  proteasome  subunit,  decreasing  proteasome  activity,  and  it 
decrease any activity of the protein quality control pathway.  Several mechanisms tend to limit 
the level of cellular AGEs‐modified proteins by scavenging and metabolizing carbonyl compounds: 









reactive  carbonyl  intermediates)  e.g.  some  nucleophilic  compounds  such  as  pyridoxamine, 
tenilsetam,  2,3‐diaminophenazone,  OPB‐9195  or  aminoguanidine.  It  is  only  when  the  overall 
levels of AGEs  in the extracellular and the intracellular spaces exceeds the ability of the native 
antioxidant defenses that they pose a problem. Glycation is a major cause of spontaneous damage 




cause  the development of cell dysfunction and  insulin  resistance,  the  two hallmarks of T2DM. 
Increased formation of AGEs and ALEs occurs in diverse settings, such as diabetes and aging. In 

















inhibits  activity  per  NADPH  oxidase;  the  deacetylation  of  NFkB  by  SIRT1  suppresses  its 
proinflammatory processes. However, long term exposure to AGEs at high levels, can entail high 




BAT  is  commonly  associated  with  non‐shivering  thermogenesis,  lipolysis,  fatty  acid  oxidation, 
insulin sensitivity, and improved serum lipid profile; and for this reason, it was thought to be a 
good therapeutic target. Recent studies report that not only diet‐induced obesity  leads to BAT 
inflammation  and  insulin  resistance;  but  hyperinsulinemia  itself  reduces  insulin  sensitivity  of 
brown adipocytes by decreasing brown adipocyte‐specific characteristics such as expression of 
UCP1,  PGC1α,  mitochondrial  biogenesis,  and  spare  respiratory  capacity.  Inducing  the  UCP1 



























A  lesser‐known  soluble  receptor  which  is  essential  in  “detoxification”  of  AGE  is  lysozyme. 
Lysozyme is a member of the human immune defense system and it exhibits high AGE‐binding 








is only present  in mammals, belonging to the  immunoglobulin  (Ig) super‐family, which  is a cell 












the  second  tissue  by  quantity  of  expression  is  the  bone,  where  it  is  associated  with  the 
biomechanical  strength,  the  third  in  the neuronal  system  in which  is  finally  regulated and  it  is 
responsible of neuronal differentiation. It is expressed in the immune system: in particular, in T 















3’UTR  region  that  spans  over  4  kbp,  which  is  located  within  the  gene‐dense  major 
histocompatibility class  III  region on chromosome 6. Globally  it  is made of 5 domains and  it  is 
composed of highly‐charged and hydrophobic cytosolic domain (amino acids 362‐404), which is 
responsible for signal transduction, single transmembrane domain (amino acids 340‐361) which 




domain  for  RAGE  ligand  signaling  inside  the  cell.  In  2010,  studies  of  crystallography  of  RAGE, 
revealed a highly basic surface based on Arg and Lys residues in the V‐C1 domain the accounted 
for the ligand binding characteristic. Thus, the entire V domain and a major part of C1 form a large 
area  of  electropositive  surface  that  fits  well  to  the  acidic  (negative)  feature  character  of  the 
diverse  RAGE  ligands,  including  AGE‐modified  proteins,  amyloid‐b,  S100  proteins,  dsRNA  and 
dsDNA,  consisting  in  the  major  driving  force  of  in  formation  of  the  complex.  
RAGE expresses several splice variants, at least 20 in humans, however nearly of 40% of the total 
transcripts  are  noncoding  ones  and  they  have  tissue  specific  patterns.  (82).  
Alternative promoters, polyadenylation  sites and alternative  splicing play an  important  role  in 
expanding  transcriptomic and proteomic diversity  that are expressed by a wide variety of  cell 
types. Studies have shown that extensive genetic variability occurs within the RAGE gene, with 




the  total  absence  of  ligand‐binding  sites  (i.e.,  N‐terminal  truncated),  or  the  absence  of  the 
transmembrane domain with a distinct C‐terminal sequence. It is estimated that 20‐60% of the 
total transcripts, depending on species, are noncoding ones and they are only in specific tissues. 
The derived  protein  from an  alternative  splicing  of  dis‐functional  RAGE  represents  a  powerful 
signal regulator of the isoform complete. (82‐84)   






might  facilitate  ligand  binding  and  increase  its  efficiency  in  signaling,  preassembled  receptors 
could promote nonspecific activation with adverse consequences (85). dnRAGE can form hetero‐
complexes with full‐length RAGE, resulting in nonfunctional assemblies. It has been proposed that 





of  the S100 protein  family  (S100B, S100P, S100A4, S100A6, S100A8/9, S100A12, S100A11–13), 
high mobility group box‐1 (HMGB1) and prions, with a so‐called PRR domain. RAGE ligands are 




RAGE  employs  at  least  two  completely  different  mechanisms  for  ligand  binding:  the  first 














Ligand‐binding  activates  the  receptor  though  phosphorylation  or  ubiquitination  on  the 
cytoplasmatic  side  stimulating  the  receptor  endocytosis.  The  endocytosis  of  the  complex 
undergoes to a regulated mechanism both clathrin dependent or independent. These vesicles are 
transported  to  endosome,  where  AGEs  have  been  dissociated  from  receptor;  this  last  been 
transferred  back  to membrane, while  AGEs  are  fragmented  by  an  unknown mechanism,  then 
processed  and  released.  Assembly  of  hetero‐complexes  of  RAGE  can  bind  extracellular  AGEs 
ligands but results are non‐signaling‐competent. See fig. 1.12 (76, 80, 85, 88) 
On the other end the  link between the RAGE and  its  ligands  triggers a cascade of  intracellular 
events, followed by the transcription of a range of genes involved in different biological systems, 
as  well  as  other  reactions  such  as  the  formation  of  oxidative  stress.  AGE‐s‐RAGE  interaction 
stimulates a various number of signaling pathways, depending on the identity of the ligand and 
the cell type, the concentration of ligand, the presence of other ligands and the concentration of 
RAGE on  the  cell  surface. RAGE  interactions  stimulate  a  various number of  cascades  signaling 
including Jak/Stat, NADPH oxidase, mitogen activated protein kinase (MAPK), p38, extracellular 
regulated  ERK‐1/2,  c‐Jun,  activation  of  transcription  of  the  nuclear  factor  Nf‐kB,  AP‐1,  or  IFN 
stimulated response elements (ISRE) followed by a consequent upregulation of cytokine, growth 
factors or inflammatory pathways. Moreover, that can activate signal pathways such as those of 
protein  kinase  C,  triggers  NADPH‐oxidase,  chemo‐attractive  and  proinflammatory  gene 
expression, VCAM‐1, or  intercellular adhesion molecules‐1 (ICAM‐1).  It has been shown that  in 
patients with coronary artery disease, serum levels of secreted MMPs, such as MMP‐2, MMP‐8 




analysis  showed  a  significant  positive  correlation  between  AGEs  accumulation  and  MMP‐9 
expression in all aortic and coronary specimens from both diabetics and non‐diabetics.  (90) 
RAGE  has  also  got  a  crucial  role  in  the  development  and  progression  of  nephropathy  (91), 
atherosclerosis (92), functional changes in peripheral nerves, neurodegenerations, retina damage 
and lung homeostasis (93).   Under physiological conditions, RAGE is expressed at  low levels on 
several  cell  types  (monocytes/macrophages,  T‐lymphocytes,  endothelial  cells,  dendritic  cells, 
fibroblasts, smooth muscle cells, neuronal cells, glia cells, chondrocytes, keratinocytes), on the 
opposite  In  pathophysiological  settings,  such  as  diabetes,  chronic  inflammation,  cancer  or 
neurodegenerative  disorders,  RAGE  expression  is  increased  drastically.(76)    RAGE  induces 
inflammation  through persistent  activation of  the proinflammatory  transcription  factor, NF‐kB 
(94)  with  a  pathway mediated  by  Jak/Stat;  also  AGEs  have  been  reported  to  activate  serine‐




inflammatory  response.  Blockage  of  RAGE  causes  a  retarded  inflammatory  response  (95). 
Moreover,  recent  studies  showed  that  RAGE‐deficient  mice  are  resistant  to  DIO  and  insulin 
resistance, this kind of protection resulted from increased metabolic rate (96) 











The  incretin  hormones  account  for  approximately 
50% of  the  insulin  secretion after  a meal,  they are 
involved in multiple functions and in particular they 
ease the disposal of glucose trough the stimulation 
of  insulin  secretion  from  the  endocrine  pancreas. 
(99,  100)  It  has  been  known  for  many  years  that 
intravenous  glucose  will  not  stimulate  insulin 
secretion  to  the  same extent of  a  glucose  given orally,  those hormones were  called  incretins. 
Those hormones are secreted from intestine after a meal, their name was proposed by “La Barre” 




Like Peptide‐1 (GLP1), which will  lower blood glucose  levels and  increase the  insulin secretion. 
GIP  found  by  Brown  and  colleagues  in  1970,  is  a  42  amino  acids  peptide  synthesized  in 
enteroendocrine K cells in the proximal small bowel. It was reported that GIP has the ability to 



















sodium‐glucose  co‐transporters  (SGLTs);  moreover,  it  is  released  to  respond  to  lipids  amides 
which in turns activate GPCRs.  
GLP1 has got multiples effects: it stimulates β‐cells survival, transcription of proinsulin, enhancing 
insulin  biosynthesis  and  secretion  from  pancreatic  β‐cells  in  a  glucose‐dependent  manner, 
inhibition  of  glucagon  secretion  from  pancreatic  α‐cells.  (102,  103)  GLP1  also  increases  the 
expression  of GLUT‐2  and  glucokinase,  enhancing  the  efficacy  of  glucose  on  insulin  secretion. 





sensitivity.  Finally,  GLP1  regulates  preadipocytes  differentiation  significantly  promoting  the 
expression of adipocyte specific markers aP2, PPARγ and LPL. (104) Treatments in vitro of 3T3‐L1 








To  be  totally  functional,  the  GLP1R  undergoes  N‐linked  glycosylation  and  only  the  fully 




















tissue)  in  a  variety  of  cells.  e.g.  epithelial  cells,  fibroblasts,  adipocytes,  leukocytes  and  natural 
killers. Its expression is dysregulated in several disease states as inflammation, cancer, diabetes 
and obesity. (98)   
DPP4 acts  as  a  serine exopeptidase with  a  dipeptidyl  peptidase  activity  that  regulates  various 
physiological  processes  by  cleaving  peptides  in  the  circulation,  including  many  chemokines, 
mitogenic  growth  factors,  neuropeptides  and  peptide  hormones  as  incretins.  It  removes  N‐
terminal dipeptides sequentially from polypeptides having unsubstituted N‐termini provided that 
the  penultimate  residue  is  proline.  The  soluble  circulating  form  of  DPP4  that  lacks  the 
transmembrane  and  cytoplasmic  domains  of  the  membrane‐associated  DPP4  is  largely 
responsible  for  degradation  of  the majority  of  newly  synthesized GLP1  and GIP.  (111)  Recent 
studies revealed a strong expression of this gene in human white adipocytes suggesting a possible 
role to the adipocytes differentiation process. Moreover, in adipose tissue DPP4 will have a strong 










that prevent  the  rapid  fall of GLP1  in  circulating plasma after eating:  some examples of drugs 
analogous  of  GLP1  are  exenatide,  liraglutide,  lixsenatide  or  DPP4  inhibitors  e.g.  vidagliptin, 
sitagliptin or linagliptin. (114)   
Nowadays  DPP4  inhibitors  are  a  class  of  anti‐hyperglycemic  agents  indicated  for  improving 
glycemic control in patients with T2DM. The pleiotropic effects of DPP4 inhibitors, along with the 
control of glucose plasma concentrations,  represent  important mechanisms of action of  these 
drugs,  among  which  a  potential  cardiovascular  protection  activity  appears  to  be  of  major 
importance,  especially  in  T2DM.  Moreover,  DPP4  inhibitors  have  protective  effect  on  the 
endothelium, anti‐inflammatory and anti‐oxidative effects; the binding of AGEs to RAGE results in 





considered  a  last  resort  treatment.  GLP1  agonists  given  by  injection  are  emerging  as  a  useful 

































measures  the bond vibration  frequencies  in a molecule and  is used  to determine  the  function 



























analytical  technique  which  allows  the  identification  of  unknown  substances  through  the 
measurement of their molecular weight. This technique works physically measuring the accurate 
masses  of  either  precursor  ions  or  its  fragmentation  products.  MALDI  ionization  allows  the 
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depth  investigations,  the  downside  is  the  great  influence  of  the  pre‐analytical  phase,  the 
environmental conditions of work and the processing of the sample that can lead to false positive 












MS’s  characteristics  have  raised  it  to  an  outstanding  position  among  analytical  methods: 
unequalled sensitivity, detection limits, speed and diversity of its applications. The most recent 
applications are mostly oriented towards biochemical challenges such as investigate intact protein 




























and  extracellular.  The  levels  of  one  or  a  combination  of  these  adducts may  provide  a  critical 
marker for disease diagnosis and progression monitoring. This will be applied to screening protein 
























1)  to build up an  in  vitro model  in order  to  investigate  the effects of  a  chronic  exposure  to a 












































































































































Serum  (FBS),  L‐glutamine  1%  and  Penicillin/Streptomycin  1%.  To  subculture:  renew 
medium 2‐3 times a week; ratio 1:10 ‐ 1:15 
 Huh‐7:  (kind gift  from Dr. Claudia Radu, Department of Medicine DIMED, University of 
Padova) is an immortal epithelial‐like tumorigenic human hepatic cellular carcinoma cell 
line.  Derived from cellular carcinoma taken from a liver tumor in a 57‐years old Japanese 
in 1982.  It usually grows  in a 2D monolayers.   Canonical grow medium is DMEM 5mM 
glucose supplemented with 10% FBS, L‐glutamine 1% and Penicillin/Streptomycin 1%. To 
subculture: renew medium 2‐3 times a week; ratio 1:4 ‐ 1:7 
 MKN  28:  (kind  gift  from  Dr.  Marina  De  Bernard,  Host‐Pathogen  interaction  Lab.; 





 MKN    45:  (kind  gift  from  Dr.  Marina  De  Bernard,  Host‐Pathogen  interaction  Lab.; 
Department  of  Biology,  University  of  Padova)  Human  Gastric  Cancer  cell  line,  semi‐








 BJ  (ATCC®  CRL‐2522™):  Human  foreskin  fibroblast  cell  line,  adherent.  The  line  was 





















 Insulin 2µM:  (the most potent among  the  three  inducers)  induced  the phosphokinase 
cascade 
 Rosiglitazone  10µM:  a  potent  agonist  for  PPARγ,  working  as  an  insulin  sensitizer  by 
binding to the PPARγ receptors in fat cells and making the cells more responsive to insulin. 










Several  sugars have been  tested: glucose  in  three different  concentrations  (5mM‐low glucose, 
25mM‐standard glucose and 100mM‐very high glucose),  fructose,  lactose, sucrose (all  three at 
25mM); using as base medium the DMEM NO glucose.   







each  well  of  the  adipogenic  plate  so  as  not  to  disturb  the  monolayer.  Fix  for  1  h  in  10% 
formalin/PBS  1x  at  4°C  and  rinse  with  distilled  water.  Stain  with  Oil‐Red  O  solution  in  40% 
isopropanol for 15 min at room temperature and rinse gently twice with water. View the plates 
on a phase contrast microscope.   Lipids will appear red. Quantified the oil droplet contents by 




The MTT  (3‐[4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl]‐2,5  diphenyl  tetrazolium  bromide)  test  is  a  colorimetric 
assay  for assessing cell metabolic activity.  It  is based on  the conversion of MTT  into  formazan 
crystals  by  living  cells,  which  determines  mitochondrial  activity.  Viable  cells  with  active 
metabolism convert MTT into a purple colored formazan product with an absorbance maximum 
near  570  nm. When  cells  die,  they  lose  the  ability  to  convert MTT  into  formazan,  thus  color 
formation  serves  as  a  useful  and  convenient  marker  of  only  the  viable  cells.  The  quantity  of 





Briefly: plate 10000cells/well  in a 96‐well plate, and 24h post adhesion,  treat  the culture with 
medium added with MGO, BSA‐AGEs for 48h. Then, in the dark, add MTT at final concentration of 
0.5mg/ml  and  incubate  at  37°C  for  3,5  hours  until  purple  precipitate  is  visible. 
Eliminate supernatant and substitute with DMSO, then shaking in the dark, at room temperature 





plasma  insulin,  subfertility,  impaired  wound  healing  and  an  increase  in  hormone 
production from both pituitary and adrenal glands. Their obesity is characterized by an 






polyuric;  become  obese  around  three  to  four  weeks  of  age,  plasma  insulin  begins  to 
elevate at 10 to 14 days of age and of blood sugar at four to eight weeks. From a genetic 
point of view: G‐to‐T transversion created a donor splice site that causes abnormal splicing 
and a 106 nt  insertion  in  the  transcript,  leading  to premature  termination of  the  long 
cellular domain of the Ob‐Rb splice form and loss of its signal transducing function. 
 db/+: Relative control 







of  the  Metabolic  Division,  University  Hospital  of  Padova.  The  Caucasian  patients  from  which 
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originate  the  adipose  tissue  biopsies  are  chosen  among  the  patients  undergoing  abdominal 



































































The  evaluation  of  the  extracted  RNA  quality  was  carried  out  with  the  system  Agilent  2100 
Bioanalyzer  (Agilent  Technologies,  Santa  Clara,  CA,  USA).  The  system  allows  a  comprehensive 
quantitative and qualitative analysis of RNA extracted in only 30 minutes. The electropherogram 
evaluates  the  integrity  of  the  nucleic  acid  analyzing  both  the  number  of  bands  of  the 
















The  polymerase  chain  reaction  (PCR)  is  one  of  the  most  powerful  technologies  in  molecular 
biology. Through the use of PCR, specific sequences within a DNA or cDNA template can be copied, 
or “amplified” theoretically exponentially by doubling the number of target molecules with each 
amplification cycle using  sequence  specific oligonucleotides, heat  stable DNA polymerase, and 
thermal  cycling.  In  traditional  or  endpoint  PCR,  detection  and  quantification  of  the  amplified 
sequence  are  performed  at  the  end  of  the  reaction  after  the  last  PCR  cycle.  In  real‐time 
quantitative  PCR, product  is measured at  each  cycle  via  fluorescent dyes  that  yield  increasing 












the  experimenter  is  usually  interested  in  comparing  the  expression  level  of  a  particular  gene 
among  different  samples.  Reliable  estimates  can  only  be  obtained  by  preventing  or  reducing 
technical  variations between  samples and measurements.  The analysis of  the data and  the Ct 
value  definition  is  performed  using  the  "Method  of  Second  Derivative",  supplied  algorithm 
provided  by  the  software  to  the  instrument.  It  was  created  a  relative  quantification  of  the 
expression of the gene in analysis on the basis of the comparison with serial 1:10 or 1:5 dilutions 
of a positive sample, which define a reference standard curve. The Ct comparison of an unknown 



















AGER1/RAGE  TGCCAGGCAATGAACAGGAA  TTATTGGGAACACCAGCCGT  300/300  62  125 
GLP1r  CAGGCTGGAGTTGTCCTTCT  CAGGCTGTTCGTGAATGT  300/300  60  125 
DPP4  GGCACCTGGGAAGTCATCGGG  CCGGATTCAGCTCAACAACTGAGGC  300/300  57  158 
PPARγ  ACCCAGAAAGCGATTCCTTCA  AGTGGTCTTCCATTACGGAGAGATC  900/900  60  68 
PPIA  GCTGTTTGCAGACAAGGTCC  GAAGTCACCACCCTGACACA  300/300  60  133 
GLUT4  AGCTCTTCTAAGACGAGATGC  AGCCACGTCTCATTGTAGC  300/300  57  200 
LPL  GCACCTGCGGTATTTGTGAA  TGAAACACCCCAAACACTGG  300/300  60  160 
LEPTIN  GTGCGGATTCTTGTGGCTTT  GGAATGAAGTCCAAACCGGTG  100/100  63  174 













Ager1/Rage  CACGAGGATGAGGGCACCTA  ACAGAGCCTTCAGCTGGCCC  100/100  65  122 
Pparγ2  TTCGCTGATGCACTGCCTATGA  GAATGCGAGTGGTCTTCCATCA  100/100  60  128 
Dpp4  GAGTTGCAATTTGGGGCTGG  ACAGGTGCCACAGCTATTCC  300/300  60  100 
Glut4  TGTCGCTGGTTTCTCCAACTG  CCATACGATCCGCAACATACTG  300/300  60  73 
Glo1  GAAGAAGCCTGATGACGGGA  GCCGCAGCATCTTGAATCAC  300/300  60  193 
Lpl  TCAGAGCCAAGAGAAGCAGCAA  TGTGTTGCTTGCCATCCTCA  300/300  60  117 
Cyclophilin  ACTGCCAAGACTGAATGGCT  TGCCATTCCTGGACCCAAAA  300/300  60  106 
Glp1r  ACTTTCTTTCTCCGCCTTGGT  TCCTGGTGCAGTGCAAGTGT  100/100  56  71 
Table 3.2: sequences of mouse primers, forward and reverse sequence, ratio primers, temperature and product length 













with  a  broad  spectrum  of  activity.  It  is  awash  with  hormones  (including  insulin),  paracrine, 
endocrine and autocrine growth factors which support cells.   
Stimulate cells with 0‐10‐100‐1000nM of insulin in incubator at 37°C for 30 minutes, after that 
wash  twice  with  PBS  1X  pre‐warmed  at  37°C.  Begin  glucose  uptake  by  adding  in  the  culture 
medium  the  2‐deossi‐[3H]‐D‐glucose  at  a  concentration  of  1.5μCi/ml  and  glucose  cold  (not 
radioactive)  to  concentration  50µM.  Incubate  cells  for  15  min  at  37°C.  Afterwards,  stop  the 
reaction putting cell‐plates on ice and washing twice with PBS ice‐cold. Finally, lysate cells with 
the addition of 0.5MNaOH solution. Measure  the  radioactivity by counting with  the β‐counter 



















glyco‐oxidizing  condition.  After  treatments  of  48h  or  15days  by  choice,  were  processed  for 





prevent  the nonspecific binding of  the antibodies all  epitopes on  the  tissue  sample  should be 
blocked; thus, incubate in 1:50 donkey serum in PBS 1X with Ca2+/Mg2+ for 40/60 min, then wash 
twice with PBS 1X with Ca2+/Mg2+ to remove excess protein that may prevent detection of  the 

















clean  glass  slide with  the  cells  faced  down.  Use  slides  so  prepared,  to  analyze  localization  of 
fluorescence using a microscope (Leica Microsystems GmbH, Wentzler, Germany). 
  GLUT4 and AGEs co‐staining 
The  3T3‐L1  cells were  cultured  and  differentiated making  them adhere  on  sterile  glass  slides. 
Before to start the experiments, left cells overnight in culture with DMEM without serum, then 
stimulate for 30 minutes in sterility at 37°C with 1000nM of insulin. After stimulation, wash cells 
with  1x  PBS with  Ca2+/Mg2+ and  immediately  fix  in  4% paraformaldehyde  in  PBS  1X  for  10/15 


















ammonium bicarbonate NH4HCO3  100mM.  For  analysis with mass  spectrometry,  PBS must  be 
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followed  by  15min  of  centrifugation  at  16,000g  at  +4°C.  After 
centrifugation, the different phases are now separated: debris on the bottom, protein solution in 
the middle and the majority of lipids  on the top. Carefully pull up with a syringe the central phase 
without  touch  neither  the  remains  nor  keep  the  fat‐cake  and  transfer  into  a  new  tube.  
Store at ‐80°C.  
For ELISA  immunoassay: Rinse 100mg of  tissue with PBS 1x, homogenize  in  fresh PBS 1X with 
protease and phosphatase  inhibitors. Then made at  least  two  freeze‐thaw cycles  to break cell 
membranes and centrifuge 5 minutes at 5000g at +4°C. Carefully pull up with a syringe the central 













reagents  following  the  protocol  of  the  manufacturer,  absorbance  can  be  read  at  750nm. 
Concentration of a protein is calculated with Lambert‐Beer law:    





Enzyme‐linked  immunosorbent  assay  (E.L.I.S.A.)  is  a  biochemical  technique  used  mainly  in 
immunology to detect the presence of an antibody or an antigen in a sample; it was developed in 
1970s and it is still used nowadays in medical laboratories, manufacturers of  in vitro diagnostic 





measurement  of  antigen  or  antibody  concentration.  There  are  two  main  variations  on  this 
method: it can be used to detect the presence of antigens that are recognized by an antibody or 
it can be used to test for antibodies that recognize an antigen. There are four kind of E.L.I.S.A. 
tests:  direct,  indirect,  competitive,  sandwich.    The  last  one,  is  a  less  common  variant  of 
E.L.I.S.A., but  is  highly  efficient  in  sample  antigen  detection,  the  sandwich  E.L.I.S.A.  quantify 
antigens  between  two  layers  of  antibodies,  for  this  reason  the  antigen  to  be measured must 




As  recommended  by  the  manufacturer,  the  supernatant  was  treated  similarly  to  the  serum, 
centrifuged  for  15minutes  ay  1000g;  instead,  tissue  homogenates  and  cell  lysates  were 
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centrifuged  again  after  thawing  before  the  assay.  Standard  has  been  reconstitute  as 

































250µl  (from a  s tock of 10%)
450mg
50µl  (from a  s tock of 1M)
ddH2O
RIPA 1X for 50ml of solution
TRIS pH 6.8 2.5ml  (from a  s tock of 0.5M)
SDS 1.86g Buffer 25X 4ml NaCl 80.063g TBS 10X 100ml
TRIS 29.1g Methanol 20ml KCl 2.013g Tween‐20 1ml
Glycine 14.6g TRIS base 60.57g








running  tank,  remove  the  comb  and  rinse wells  three  times  using  1X  Running.  Fill  the  Upper 























changes  of  wash  buffer  at  room  temperature.  Dilute  the  appropriate  biotinylated  secondary 
antibody (goat anti rabbit, Novex ®)  in blocking solution following the instructions provided by 















60mM.  Filter  the  mixtures  with  Millipore™  Millex‐GS  0.22µm  for  sterilization.  Incubate  the 



















Protein  samples  commonly  contain  substances  that  interfere  with  downstream  applications. 
Several  strategies  exist  for  eliminating  these  contaminants,  i.e.  dialysis,  precipitation  or  gel 
filtration (desalting columns). Precipitation has an advantage over dialysis or desalting methods in 
that  it  enables  concentration  of  the  protein  sample  as  well  as  purification  from  undesirable 














MALDI‐MS  measurements  were  performed  using  an  UltrafleXtreme  MALDI‐TOF  instrument 






calibration  (Peptide  Calibration  Standard)  was  based  on  monoisotopic  values  of  [M+H+]  of 
Angiotensin  II,  Angiotensin  I,  Substance  P,  Bombesin,  ACTH  clip  (1–17),  ACTH  clip  (18–39), 
Somatostatin 28 at m/z 1046.5420, 1296.6853, 1347.7361, 1619.8230, 2093.0868, 2465.1990 and 
3147.4714,  respectively.  MS/MS  experiments  were  performed  using  the  LIFT  device  in  the 
following experimental conditions: IS1: 7.5 kV; IS2: 6.75 kV; Lift1: 19 kV; Lift2: 3.7 kV; Reflector1: 
29.5 kV; delay time: 70 ns.   


























San Diego, CA). Values are reported as means ± SEM.  * p<0.05  **p<0.01                  ***  p<0.001 
The D' Agostino and Pearson test (Normality tests) was used to check the Gaussian distribution of 
results in human gene expression.    
Student  t  test  was  used  for  comparison  between  two  groups:  The  Mann‐Whitney  test  (non‐
parametric)  was  used  for  variables  that  were  not  normally  distributed;  Holm‐Sidak  (non‐

















appropriate  bioinformatics  software.  The  NetGlycate  1.0  server  predicts  glycation  of  ε  amino 
groups  of  lysine  in  mammalian  protein.  It  is  important  to  note  that  the  software,  like  other 












Sequence  #  Score     Answer     Sequence  #  Score     Answer 
Sequence  2  0,956  glycate  YES     Sequence  304  0,8  glycate  YES 
Sequence  28  ‐0,846  glycate  .     Sequence  309  ‐0,934  glycate  . 
Sequence  36  0,958  glycate  YES     Sequence  318  0,871  glycate  YES 
Sequence  44  ‐0,89  glycate  .     Sequence  336  0,881  glycate  YES 
Sequence  65  ‐0,89  glycate  .     Sequence  340  0,94  glycate  YES 
Sequence  75  0,525  glycate  YES     Sequence  346  0,954  glycate  YES 
Sequence  88  ‐0,871  glycate  .     Sequence  374  ‐0,721  glycate  . 
Sequence  100  0,889  glycate  YES     Sequence  386  ‐0,77  glycate  . 
Sequence  117  0,917  glycate  YES     Sequence  399  0,876  glycate  YES 
Sequence  130  ‐0,768  glycate  .     Sequence  401  0,902  glycate  YES 
Sequence  138  ‐0,942  glycate  .     Sequence  412  ‐0,918  glycate  . 
Sequence  140  ‐0,819  glycate  .     Sequence  420  ‐0,938  glycate  . 
Sequence  151  ‐0,908  glycate  .     Sequence  437  ‐0,876  glycate  . 
Sequence  155  0,662  glycate  YES     Sequence  455  ‐0,767  glycate  . 
Sequence  156  ‐0,916  glycate  .     Sequence  463  0,918  glycate  YES 
Sequence  160  0,892  glycate  YES     Sequence  489  ‐0,89  glycate  . 
Sequence  183  ‐0,932  glycate  .     Sequence  495  ‐0,941  glycate  . 
Sequence  197  ‐0,845  glycate  .     Sequence  498  ‐0,9  glycate  . 
Sequence  204  ‐0,914  glycate  .     Sequence  523  0,908  glycate  YES 
Sequence  211  ‐0,938  glycate  .     Sequence  528  0,679  glycate  YES 
Sequence  228  ‐0,915  glycate  .     Sequence  544  ‐0,936  glycate  . 
Sequence  235  ‐0,925  glycate  .     Sequence  547  ‐0,934  glycate  . 
Sequence  245  0,872  glycate  YES     Sequence  548  ‐0,875  glycate  . 
Sequence  248  ‐0,792  glycate  .     Sequence  557  ‐0,907  glycate  . 
Sequence  256  0,741  glycate  YES     Sequence  559  0,931  glycate  YES 
Sequence  263  ‐0,677  glycate  .     Sequence  561  ‐0,846  glycate  . 
Sequence  266  ‐0,71  glycate  .     Sequence  568  0,637  glycate  YES 
Sequence  285  ‐0,919  glycate  .     Sequence  580  ‐0,858  glycate  . 
Sequence  297  ‐0,855  glycate  .     Sequence  587  ‐0,888  glycate  . 































The  molecular  weight  for  each  BSA‐AGE  preparation  was  determined  using  MALDI  mass 
spectrometry. The figure n 4.2 shows the comparison between the MALDI‐TOF spectra obtained 
by  the  analysis  of  samples  of  BSA  10mg/ml  negative  control  (line  A),  BSA  in  two  different 
concentrations: 2mg/ml and 10mg/ml treated with glucose 1M (lines B and C), BSA treated with 
fructose 1M (line D) and BSA in two different concentrations: 2mg/ml and 10mg/ml treated with 
MGO 60mM  (lines  E  and  F);  as  specified  in Material  and Methods.  It may  notice  that  for  the 
treatment/incubation of BSA with fructose (line D), in the particular conditions used in this study, 
a significant increase of BSA molecular weight is not observed.  The resulting peak, in fact, shows 
an m/z  value comparable with  the one obtained by analyzing  the BSA control  sample. For  the 
treatment/incubation of BSA with glucose, is observed a small increase in molecular weight and a 
slightly  broader  shape  of  the  peak with  BSA  10mg/ml  (line  C); whereas  no  increase with  BSA 
2mg/ml  is  detected  (line  B).  In  order  to  evaluate  their  in  vitro  activities  against  the  glycation 
RESULTS 
  69 
reaction  other  sugars,  such  as  galactose,  lactose  and  sucrose  were  tested.  Similarly,  as  the 
fructose, a negligible mass increases were observed. (data not show) The molecular weight of BSA 
control did not change with incubation time.   




































but  not  a  formation  of  a  larger  number  of  new  different  peaks.  These  results  may  appear 
RT: 0.00 - 23.93 SM: 7B












































































































































































































































































































































































































































































































































Statistical  significance  determined  using  the  Holm‐Sidak  method,  without  assuming  a  consistent  SD. 
 **p<0.01; ***p<0.001 
The 3T3‐L1 cell line was selected because it is a well‐known immortalized line of fibroblasts that 









































the  growth  medium  is  about  1%  by  volume.  For  the  aim  of  this  work  was  decided  to  use 
concentrations of MGO which would allow a survival of at least 70%. 




in viability, which varies  from 95% ± 5% to 36% ± 20% when compared  to  the control kept  in 




















as MGO, BSA‐MGO and BSA‐neg, was  evaluated.  The  sugars  selected  are  supposed  to  have  a 
causative  role  in  the  increasing  rates  of  diabetes  or  diabetic‐like  changes  
(132‐134). MGO  is  a well‐known  compound  that  can  induces  advanced  glycation  end product 
(AGEs)  (135)  First,  the  efficiencies  of  differentiation,  the  formation  of  lipid  droplets  and 
morphology of cells was taken into account. The adipogenic process is associated with a significant 
accumulation of lipid droplets. As example, in fig. 4.6 some images exemplifying of the final point 
of  differentiation with eight  tested  conditions  are  reported.  The  sugars  lactose,  galactose  and 
sucrose  used  in  substitution  of  glucose  have  been  forthwith  excluded  because  of  fibroblasts 
cannot differentiate  into  adipocytes.  (data not  show) BSA‐MGO at  the  concentration of  5%  in 
volume  shows  an  important  deleterious  effect  on  cell  morphology  as  cells  appear  wrinkled 
confirming the data of low survival.  A good degree of adipogenesis was allowed by MGO at these 
specific concentrations. Finally, the low glucose (5.5mM) hasn’t deleterious effects on morphology 






















Figure  4.9:  A  panel  of  genes  expression  profile  quantified  by  qPCR  of  3T3‐L1 mature  adipocytes  grown  in  different 


















































preadipocytes.   Mann  Whitney  non‐parametric  test;  P  value  **** 
p<0.0001 







increased  in each condition  in comparison with  the preadipocytes‐fibroblasts, while significant 









The  Glyoxalase  I  (Glo1)  is  the  key  enzyme  in  anti‐glycation  defense,  it  is  responsible  for  the 
catalysis and the formation of S‐lactoyl‐glutathione from methylglyoxal condensation and reduced 
glutathione.  It  is possible to appreciate a  lesser expression of  this enzyme for  treatments with 
MGO  200µM,  MGO  300µM  and  BSA‐MGO  compared  to  the  control  condition.  (fig.  4.9)  It  is 
supposed that a glycation‐inducing environmental might be a cause for decreased defense ability. 


































The  expression  of  AGEs  receptor  (Rage,  also  known  as  Ager),  surprising  shows  a  faint  but 
significant decrease in BSA‐MGO treated adipocytes compared with the control ones. (fig. 4.9) As 
aforementioned (see Introduction), the Rage receptor has numerous isoforms that are not yet be 
fully  characterized.  Moreover,  these  isoforms  are  present  with  different  relative  abundance 




the  others,  due  to  their  high  similarity  (see  introduction).  Globally  analyzing  the  adipogenic 
process,  it  is  appreciable  a  strong  increase  of  the  expression  of  Rage  at  the  end  of  the 
differentiation compared to preadipocytes. (fig. 4.10)      
Finally, Dpp4 (dipeptidyl peptidase 4) shows a very low expression in 3T3‐L1 mature adipocytes. 
Dpp4  displays  a  faint  increase  for  treatments  with  BSA‐MGO,  but  both  because  of  the  high 




to  this  complexity  must  be  added  the  post‐translation  controls  and  post‐translational 




for example  at  translation  instead of  transcription;  and how  this  can be  reflected on  the  final 
protein expression,  immunofluorescences  (IF) of mature adipocytes  for RAGE and GLP1R were 
done. For  the  in vitro  characterization of  receptors, cells were seeded making  them adhere to 
sterile slides, were fixed in paraformaldehyde and then colored following the protocol reported 
in materials and methods. 









cell  lines. B) MKN45 cell negative control  know  in  literature, a non‐RAGE‐expressing gastric  cancer cell  lines. Green: 
Receptor  for  Advanced  Glycation  End  products  (RAGE);  counterstaining  of  nuclei  with  DAPI  (Blue) 
Magnification 20x. Scale bar= 30µm 
These immunofluorescence analyses confirm a strong immunoreactivity and a constitutively high 








medium;  B)  DMEM  with  MGO  100µM  in  chronic  treatment;  C)  DMEM  with  BSA‐MGO  2,5%  in  volume  in  chronic 




Comparing  the  three photos of  figure 4.12,  it  is  possible  to  appreciate  a  sandy  green  staining 
dispersed  in  cytoplasm  and  a  little  labelling  in  the membrane  for  all  conditions.  The  labelling 
appears  more  intense  in  cells  chronically  exposed  to  the  BSA‐MGO,  leading  to  suppose  an 



























Figure  4.14  shows  three  representative  shoots  of  IF  for  the  GLP1R  in  mature  adipocytes, 




















Figure  4.15  and  4.16  show  three  representative  shoots  of  IF  for  AGEs  products  in  mature 
adipocytes  differentiated  in  the  three  different  levels  of  glycation‐inducing  environment. 
Specifically, in 4.16 are represented images captured with higher zoom (40x).   Cells show a red 
granulose fluorescence distributed  in the cytoplasm. The pattern of  labeling  is very peculiar;  it 
seems  grainy  but  not  draw  any  characteristic  structure  or  patter.  Comparing  the  conditions 
appears clear a direct correlation of red labelling and glycation‐inducing environment, that seems 
to  agree  with  E.L.I.S.A.  assay.  Moreover,  the 
glycation phenomenon is ubiquitarian and it is 
present even in cells grown in standard/control 
and  BSA‐neg  medium,  even  though  it  is  very 
less intense.  
 
Figure  4.17:  Quantification  of  red  fluorescence  with 
ImageJ ® software of 3T3‐L1 cells differentiated with: ctrl, 




muscle  and  in  adipose  tissue,  independently  of  transcription  or  translation.  Insulin  markedly 
stimulates GLUT4 exocytosis pathways and also significantly  inhibiting  its endocytosis from the 
plasma membrane, which together cause the overall redistribution of GLUT4 to the cell surface.  
Relatively  recent  studies  on  skeletal  muscle  cells  (L6  or  C2C12  cell  line)  point  up  that  AGEs 















































localization  the  carrier  both  at  the  cytoplasmic  level  that  on  the  cell  membrane.  
Already in basal conditions, a decreased labelling of GLUT4 within the cells treated with BSA‐MGO 
with respect to those not treated was observed (frame C). Following stimulation with 1000nM of 
insulin,  cells  treated with MGO  (frame E),  compared  to  control  (frame D)  shown an  increased 
GLUT4  labelling  in  the  cytosol  near  to  the  plasma  membrane  and  in  membrane  itself.  
Cells  treated  with  BSA‐MGO  globally  show  a  less  intense  labelling  (frame  C  and  F)  but  the 
translocation of GLUT4 was observed, albeit, if compared to those of controls, seems to involve a 










with DAPI  (blue) with  no  insulin  stimulus – basal  conditions.  The  channels  are overlapped  in  the  images of  the  last 









medium  in  which  was  added  BSA‐MGO.  30  minutes  of  insulin  stimulation  had  been  done. 
Magnification 20x. Scale bar=30µm 
In  biomedical  studies,  the  colocalization  is  commonly  understood  as  the  overlap  between 
distinctive  labeling  in  images,  the  bioimaging  is  a  key  for  understanding  the  molecular 




the  nucleus,  but  perinuclear.  The  red  labelling  specific  for  AGEs  appears  dispersed  in  the 







spreads quite uniformly  in  the  cytoplasm  for  each  condition and  is  possible  to  appreciate  the 
trafficking  to  the membrane  surface.  Comparing  the  green  fluorescence  each other,  it  can be 
noted  that  it  is  more  intense  near  to  the  plasmatic  membrane  both  for  MGO  and  control 
conditions, as like as staining for GLUT4 alone (frames B and E).  Labelling for AGEs is dispersed 
in the cells without a specific pattern but is more intense in the adipocyte grown in MGO and even 
more  in  BSA‐MGO  2,5%  conditions  (frames  D  and  G),  while  is  quite  unnoticeable  for 
standard/control medium (frame A). By these analyses we were able to confirm that the greater 
glycation‐inducing  condition  (BSA‐MGO)  the  greater  is  AGEs  intracellular  formation.  
Focusing on the overlapping channels (C‐F‐J frames) some yellow points are detectable; this leads 









for  both  the Glut4  and  the Glp1r  that  is  supposed  to  be  correlated with  a  glycation‐inducing 






































Figure  4.22:  Summary  panel  of  the  spectra  obtained  by  MALDI‐TOF  mass  spectrometry  of  lysates  obtained  from 
adipocytes  grown  in  different  glycation  inducing  conditions  object  of  the  study,  in  order:  a)  lysate  of  adipocytes 
differentiated in control/standard medium, b) lysates of differentiated adipocytes in the presence of BSA‐neg; c) lysate 
of  adipocytes  differentiated  in  the  presence  of  BSA‐MGO;  d)  lysate  of  adipocytes  differentiated  in  the  presence  of 
MGO100µM; e) MGO200µM and f) MGO300µM (image at complete resolution in appendix) 
The figure 4.22 shows a panel of the acquired MALDI‐TOF spectra of lysates obtained for mature 
adipocytes  grown  in  different  conditions  of  glycation.  Lysates  were  obtained  by  twice  rinsing 













concluded  that  the  glycation  or  has  not  taken  place  or  that  the  amount  of  glycated  protein 
produced is below the instrumental detection limits. 









The spectra are  reported  in  fig. 4.23 and  fig. 4.24, as expected, display a  completely different 




   n°  weight (g)  glycaemia (mmol/l) 
ob/ob   5  44.1±2.47  8.74±1.07 
db/db  5  49.28±1.28  11.19±5.4 
db/+  5  27.7±0.46  4.94±0.34 





























































































In  fig.  4.29  and  fig.  4.30  are  summarized  the  expression  analysis  performed  in  human  fully 
differentiated  adipocytes  kept  in  five  different  glycation‐inducing  conditions:  control  standard 
medium  (ctrl),  BSA  non‐glycated  as  second  control  (BSA‐neg),  two  different  concentrations  of 





glycation  inducing  treatments.  This  can  confirm  the morphological  evaluations:  all  treatments 
have allowed the fibroblasts to achieve a good degree of differentiation.     






































Figure  4.32  reports  three  representative  images  of  IF  for  the  GLP1R  in  human  adipocytes 
differentiated  in  exposure  to  three  different  levels  of  glycation‐inducing  environment.  The 
staining appears sandy green dispersed into the cell. Compared to control, the ones grown in BSA‐























  n°  F; M  age (years)  BMI (kg/m
2)  glycaemia  HbA1c 
obese diabetic  3  1; 2  55,5±6,5  42,49±6,45  13,23±5,31  84,3±33,6 
obese 
normoglycaemics  4  2; 1  46,25±7  45,29±1,65  5,1±0,5  ‐ 
Post obese  3  3; 0  43,6±7,6  25,34±1  5,1±0,5  ‐ 

















on  a  nitrocellulose  membrane.  Next,  AGEs  modified  proteins  were  detected  using  anti‐AGEs 











































































































































to  the  presence  of  contaminants  in  the  sample.  Despite  these  difficulties,  it  was  possible  to 
perform some considerations.   All  the spectra are essentially characterized by  the presence of 
some signals with high intensities, in the area from m/z 14000 to m/z 17000, attributable to the 
presence of haemoglobin residues. Furthermore, the haemoglobin (alpha chain and beta chain), 
generates  the  double‐charged  ions  represented  by  the  signals  present  in  the  low  part  of  the 
spectrum  (m/z  7500‐8500).  Its  presence  in  AT  lysates was  also  confirmed  by MALDI‐TOF/TOF 
analysis of the digestion products, obtained by treating the AT lysates with trypsin. Comparing the 
spectra  for  proteins  profile  of  tissues  of  obese  normoglycaemic  subjects with  those  of  obese 
diabetic only minor differences are displayed. These differences are appreciable in particular in 
m/z areas from 10000 to 12000 and in the m/z 6000 regions.    






































































To  investigate  whether  specific  lipid  compositional  changes  occur  in  the  AT  in  response  to  a 
diabetic/glycation‐inducing condition, the lipid profile characteristic of the AT was analyzed for 
obese subjects with diabetes or with no diabetes and in weight loss/post‐obese subjects.    
71  lipids  (belonging to different classes)  in the mass range from m/z 311,322 to m/z 1077,794 
were investigated. Of each of the 71 class of lipids, it has been calculated the percentage relative 
to  the  total  amount  of  lipids.  It  is  thought  was  interesting  to  verify  if  in  the  three  different 
categories  of  patients,  the  species  were  present  in  the  same  proportions  or  not.  From  the 
analyses, it was possible to identify four specific lipids whose relative percentage differed between 
the three groups. The lipids were identified with searching in data base “Lipid Maps ®” and further 
confirmed  by  collisional  mass  experiment. m/z  347.282  that  is  presumably  a  derivate  from 
arachidonic  acid  and  m/z  501.05  who  belongs  to  either  the  subclass  of 
Diacylglycerophosphocholines or Monoacylglycerophospho‐ethanolamines seem to be increased 
in  weight  loss/post‐obese.  Conversely  m/z  577.527  decrease  in  the  post‐obese  subjects.  
However,  their  mass  is  very  low  and  for  this  reason  their  identification  remains  uncertain.  
The most intriguing variations is seen in m/z 881.781 lipid, presumably a triglyceride POO (C52:2), 
composed by  two oleic acid  (O) and one palmitic  (P). The oleic acid has one unsaturation  (i.e. 






Figure  4.38:  Histogram  of  the  differences  in  the 
























post obese  **  ns  ****  ns 
diabetic obese 
vs post obese  ***  ns  ns  **** 
obese vs 




















obese  20  18; 2  38,05±10,13  46,34±10,01  4,3 ± 2,7  5,07±0,37  no 
pre‐diabetic obese  22  18; 4  48,00±12,44  47,91±7,41  6,37±4,18  5,9± 0,68  no 
















could be correlated with an altered glucose  tolerance. On  the contrary,  in VAT  the expression 
shows  a  quite  flat  trend,  with  only  a  slight  increase  in  pre‐diabetic  and  diabetic  subjects. 
Reorganizing and re‐processing data for the HOMA ‐IR index (fig. 4.40), in the subcutaneous tissue 
seems  to  appear  an  even  more  clear  correlation  of  RAGE  expression  with  insulin  resistance.  








Finally,  the  trend  of  LEP  suggests  a  possible  link  with  the  glycaemic  state  and  metformin 
treatments. Pre‐diabetic  subjects  show a significant  increase of expression compared with  the 
control group. Whereas, obese diabetic show a less substantial increase in expression. 
4.3.3 Potential preparatory studies 
For  a  long  time,  many  investigators  focused  their  attention  on  the  role  of  leptin  in  the 
pathogenesis  of  obesity.  Leptin  is  an  “anti‐obesity”  hormone  produced  mainly  by  AT  that  is 
released into the circulatory system and plays a central role in regulation of metabolism, energetic 

























displays  a  figure  showing  a  plot  of  the  score  for  each  lysine  residue  against  the  sequence  position  of  that  residue.  
(www.cbs.dtu.dk/services/NetGlycate 1.0) (130, 131) 






































In  order  to  investigate  the  effects  due  to  or mimicking  chronic  hyperglycaemia,  the  following 


















increase  in  total  molecular  weight,  thus  bringing  to  a  significant  impact  on  the  physical  and 
functional properties of proteins. The chemical kinetics of a glycating reaction depends on various 








effects are obtained with MGO, while  in  the same conditions  fructose and glucose, produce a 
smaller effect on albumin glycation. Moreover, it is possible to argue that the kinetic of reaction 
depends on the concentration of the protein. In presence of an equal amount of sugar the greater 
the  concentration  of  protein  the  greater  is  the  glycation  obtained.  (fig.  4.2) 
The BSA‐MGO thus produced and then characterized was used in cell culture for mimic the in vivo 
diabetic condition. 
Leptin,  "the  satiety  hormone",  is  a  mediator  of  long‐term  regulation  of  energy  balance, 













subject and provide valid  information on the “glycation stress”.  (123, 124).    In order to detect 










peak  is  due  to  a  particular  protein.  For  this  reason,  it  could  be  required  a multi‐step  analysis 





in  the  protocol  of  animal  immunization.  Furthermore,  these  composts might  either  lead  to  a 
generation  or  to  an  unmasking  of  epitopes.  The  highly  immunogenic  compound  could  be 




The  quantification  of  several  genes  expressed  in  3T3‐L1  and  human  adipocytes  grow‐up  in 
different condition was then performed.  In 3T3‐L1, no significant differences were observed  in 
Pparγ expression; whereas slight significant change for Lpl, Glut4 and Glo1 were detected.    
Chen  et  al.  in  2012  (143)  demonstrates  a  double‐sided  feature  of  AGEs‐RAGE  axis  in  3T3‐L1 
senescent cells (specifically, passage 15th). AGEs‐RAGE could modulate the effects of senescence‐
induced by p53 in adipocytes, restoring the impaired adipogenic potential of the aged AT.  In this 
project,  3T3‐L1  cells were  used  always  after  the  15th  culture  cycle,  but  no  problems with  the 
adipogenic differentiation, nor in the control condition nor in the BSA‐MGO treatment emerged. 
However, it is possible to note in gene expression analyses, that the exposure either to MGO or 







anti‐oxidative  protections  also  in  AT.  The  increased  expression  of  IL6  observed  in  human 
adipocytes  chronically  exposed  to  MGO,  partially  confirm  these  suggestions.  
In  contrast,  in  short‐term  (48h)  treated  cells  there  we  did  not  find  any  increase  in  the  gene 
expression.  (fig. 4.29; fig. 4.30) 
Several studies have evaluated the effects of GLP1 or GLP1 analogs on adipocytes aiming to use 
them  for  therapeutic  purposes.  GLP1  treatment  of  3T3‐L1,  resulted  in  the  increase  in  lipid 
accumulation, as assessed by measuring the size and the number of droplets, and the expression 






albeit present at very  low  levels,  it displays a slight even  if not  statistically significant  increase 
when the cells were exposed to a glycation‐inducing environment (fig. 4.29; 4.30). All these results 
lead to suggest that the presence of a functioning GLP1R in AT still remains to be fully ascertained, 
they  lead  also  to  suppose  that  the  gene  could  be  up‐regulated  only  in  condition  in  which  a 
dysfunctional  AT  arise  as  a  result  of  the  chronic  exposure  to  hyperglycaemia  inducing  fat  cell 
insulin resistance.  
Despite  the  weakness  of  any  conclusion  based  on  the  results  obtained  with  qPCR,  protein 
detection by IF analysis in 3T3‐L1 (fig. 4.14) clearly showed the presence of GLP1R in this cell line. 


















GLUT4  trafficking,  resulting  in  a  higher  translocation  of  the  transporter  from  the  intracellular 
compartment  to the plasmatic membrane, as well a reduction of  its  internalization.  (139, 161, 














adipose  tissue  depots.  (164)  The  expansion  of  AT  in  response  to  a  positive  energy  balance  is 
challenging  for  adipocytes  in  the  maintenance  of  membrane  integrity  and  functionality.  The 
growth  and  the  enlargement  of  adipocytes  requires  that  more  phospholipids  have  to  be 
incorporated  into  cell membranes.  The  lipid metabolism and  the  immune  response are highly 
integrated; indeed, the accumulation of harmful lipids may interfere with the immune regulation 
in  multiple  tissues,  causing  a  vicious  cycle  of  immune‐metabolic  dysregulation.  The  tight 
correlation  between  glucose  metabolism,  inflammation,  FFA  and  metabolic  syndrome  is  well 
known.  (165, 166)(167)(31, 168)(169) A  selective enrichment of  specific  triglycerides,  glycerol‐
phospholipids, and sphingolipids in the AT of obese subjects were observed. In the particular case 
of  acquired  obesity,  an  increased  proportion  of  palmitoleic  and  arachidonic  acids  in  AT  was 




and obese diabetic. The most  intriguing  lipid  is  the m/z 881.781, seemingly a  triglyceride POO 
(C52:2),  that  seems  increased  in  AT  of  obese  diabetic  subjects.  At  present,  we  do  not  know 
whether  and  how,  the  lipids  composition  might  be  influenced  by  a  glycation‐inducing 




importance  in  the  development  of  the  so‐called  adiposophaty.  In  order  to  investigate  these 
aspects, the expression of GLP1, RAGE, DPP4 and LEP in SAT and VAT of 64 patients were collected. 
Obese  diabetic  subjects  were  all  treated  with  metformin,  a  well‐known  first  line  anti‐
hyperglycaemic  agent  mostly  acting  on  hepatic  glucose  production  and  increasing  glucose 
utilization. Metformin activates AMP‐activated protein kinase which is a major cellular regulator 
of  lipid and glucose metabolism. Moreover, metformin  induces GLP1  release  from  intestinal  L 
cells, and also GLP‐1R expression on pancreatic β‐cells,  is associated with amelioration of  low‐
grade  tissue  inflammation  in  the  adipose  tissue  of  obese  animals.  (171)  In  addition,  previous 
studies  indicate  that  it  could  dose‐dependently  inhibit  the  AGEs‐induced  apoptosis  and  the 
inflammatory  and  fibrotic  reactions  in  tubular  cells  probably  by  reducing  ROS  generation  via 
down‐regulation of RAGE expression through AMP‐activated protein kinase activation. (172‐174)   









in  obesity,  could  be  further  increased  through  a  glycation‐inducing  environment  thereby 
prompting the already present leptin resistance. 
Using the western blot analysis (fig. 4.34) we were able to confirm the presence of AGEs whiting 
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